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llojn nim. l

Se ccnocen ya las preparacicnes de lipasa inmovi

‘lizada para la transesterificacién de grasas. Asi, en la

solicitud de patentc Danesa n° 563/77, que corresponde a

- la patente de EL Ug. n9 4,275.081, se descrlbe una preparsa
cién de lipasa inmovilizada, er le gue la lipasa se produ—|

' ce por fermentacién de especies que pertenecen & los géne-

ros Rhizopus, Geotrichum o Aspergiilus; y en la qué'la 13-

pasa se fija sobre un soports en particulas indiferente

que puede ser tierra de infusorios o alumira, y que mues-
tra una superficie especifica muy alta (es decir particu-
1és de soporte pequeilas y porosas) para lograr la activi-

dad ‘enzimdtica eleveda necesaria. La interesterificacién

puede efectuarse de modo discontinuo sin disolvente con es

ta preparacién de lipesa inmovilizada; sin embargo, con es

ta prepar acién dé lipasa inmovilizada~no'puede efeotuzrse
una interesterlflca016n continua en una columna & escala
industrial sin la presencia de un dlsolvente, que ha de se
pararse después, 2 causa del hecho antes indicado de aue
la prenara016n consta de pequeiias particulas, que durante
el funcionamiento de la columna generaria una pérdida de
curga inaceptablemente alta. Ademés, una comunicacibén pre—
sentada en Enz. Eng. Kashikoalma, Japén, 20-25 sept. 1981

y el articulo publlcado en el Buropean Journal of Applied

‘Microbiolozy and Biotechnology, n® 14, piginas 1-5 (1982) |

indica que una preparacibn de lipasa inmoviliﬂﬂdﬁ que Ccom-—
prende lipasa de Rhizonus delemar y uvna resina cambiadora
de eaniones fuerte (con grupos amcnio cuaternarios) nvede

usarse pera la interesterificacién con n—kexano como discl

4

vente. La recuper8016n de enzima segﬂn estes referencias

es muy bajs, sin embergo. Ademds, en la solicitud de raten

NZAS-0033960
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- to EuroPea publicada con el n2 de publlca016n 0069599 se
‘descrlbe una reestructuraclén o redlsp051c16n enzimdtica

| de grasa, en le que se usaiuna llpasa,de especie Aspergi-.

..te.

| del m@terlal graso de partida, para asegurar un funciona-

'miento tan reguler de la columna como sea posible. Hasta

asi preducida puede usarse para la interesterificacién de

. am.lllareu para evitar los disolventes; de otra forma sur-~

1lojn nom. 2

llus, especie Rhizopus, Kucor javanicus‘o Mucor miehei co-|
mo enzima de interesterificacidén. El enzima estd soportado].

-‘sobre un soporte;_por ej. Celite. En todos los ejemplos del

esta solicitud de patente Europea; referente a la interes-

terificaclién continua en una columma, se usa un disolven—

As{ pues; en los pro»edlmlentos de le téynica an

terlor el dlsolvente se usa para d¢sm1nu1r la viscosidad

ahora sé he ‘considerado priacticamente imposible evitar el
dloolvente en estos procedimientos de interesterificacién
continua a escala 1ndustria1, a causa de la elevada pérdi-
da de carga en la columna, aun cuando sean evidentes las
ventajas técnicas asociades a la eiiminacién de disolvente
de,estos procedimientos de interesterificacién.

- En la solicitud de patente Europea publicade con

el n? 35.883 se describe aue puede prepararse una prepara-

| eién de. lipasa inmovilizada destinada a la interesuerlf&ca

cibén de grasas ponlendo en contacto una disolucién acu0°a
de lipasa microbiana con un soporte 1nerte en particulas,

Yy secado posterlor. La Drepara016n 8e lipasa’ inmovilizada

grasas, pero sbélo si las grasas se mezclan con los ésteres,

relativamente costosos, de alguilo inferior de dcidos gra-

oos, por ej. palmitato de metilo, que se usan CORO agenies

NZAS-0033961
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"1 | girfan problemas de solubilidad y viscosidad.

: . Asi, el objeto de 1a invencidén es proporcionar
-un método de produccién de una prevaracién de lipasa inmo-
o .' yllizada que abre la pQSlbllldud de efectuar la intereste-
T 5: rificacién continua sin disolvente ni otré egente auxiiiai,
' de wa nmodo econémicamente factible.

A Ahora, sorprendeptemente'y‘segdn la invéhcién,-
se;hé encontrado que un nétodo de produccibén de una prepa-
racién.de lipasa inmovilizada, qte'se lleva a cabo muy fé-
10 cilmente, a saber, por simple mezcla de una disolucién
. 'acuosa de lipasa y una resina cambiadqra de iones, y que
comprépde vna combinacibn especifica de una categoria espe
cificéha-de resinas cambiadoras de iones .y una proporcién
especificada-de'agua en la preparacién final de lipesa in-
15 movilizade, abre la posibilidad de llevar a.cabo la inﬁer—'
estérificacibn continua sin disolvente ni otro agente auxi
liar costoso, de un modo econémicamente factible. .

Asi, el método sezgin 1z invencién para la produc
cién de una preparacién de lipasa inmovilizada destinada a
- . éb la interesterificacién'de grasas se caracteriza por el he-
cho de que una dlSOlHClén acuosa de llpasa mlcrobiana se
pone en ccntacto con una re31na cambiadora de anlones dé—
-bil, en particulas y macroporosa que contiene grup03 aminl
cos primarios, y/o secundarios y/o terclarlos, y que mues—
25 tra un tamafio de particala relativanente grande, adecuado
para el funcionamiento de la columna sin una excesiva pér-.
dida de carga, en bondicioneé~en las que 1a;1ipasa esta
. unlda a -1la resina cambladora de aniones durante un Deriodo'
suflclente para unir la cantidad deseada do lipasa 2 la re

30 slna cambladora de anioneo, +tras lo cual 1la lipesa inmovi-

29094 .
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1. _lizada asi‘fﬁrmada se gsepara de Aa fase. acuosa Y la lipasa
P ' inmovilizada separada se-seca hasta un contenldo de agua
) de entre alrededor de 2 y 40%. )
. ' ’ Se describe de modo general en las solicitudes
5 de patente publlcadas Alemanas Nos. 2905 671y 2 805 850,

las sollcltudes de patente Javonesa publicadas Nos.
" 54-76892 y 57-152886, la patente de los EE.UU. n? 4 170 636
¥y Chem Abs. Vel 82, 27819d, que pueden ipmovilizarse enzi-
mas, incluyendo lipasas, por medio de resinas caxbizadoras
10 'de aniones en particulas, En primer lugar, sin emba2rgo, no
_ex1ste nlngﬁn método universal de inmovilizacidén adecuvado
Apara todos los enz1mas y todos los sustralos, sino que tie
ne que idearse un método especifico de inmovilizacién para
cualquler,enﬁlma especifico y cualquier sustrato -especifi~
15 yco, sobre el que ‘se sﬁpone que el enzima actia. Sin embar-
'go;ﬁen segundo lugar, las lipasas son enzimas extraordina-
‘| rios en el sentido de que.la actividad enzimitica actia en
wna interfase entre dos fases; lo que significa que la2 in-—
-;fi - ‘movilizacién de las lipasas es un problema muy delicado,

f -'20 que'limita enormemente la utilidad de técnicas conocidas

1 de inmovilizacidén en el campo qué éomprende la inmoviliza—
cién de llpasas‘ véase J. Lavayre y otros, P“énaration and
'Propertles of Immoblllzed Llpaﬂes, Biotechnology and
}Bloenglneerlng, 'vol. XXV, -pp. 1007-1023 (1882), Fohn o
25 Wiley & Sons. En tercer lugar, la combinecién de 11pesa y
| resinz cambizdora de aniones débil macroporosa y en parti-
culas no se describé en la bibliografia indicada‘en el co-
;' mlenzo de este pérrafo, y menos atn que:esta nueva combinz |
- c16n dé lugar al sorprendente efecto técnico con respecto

30 a la interesterificacibn continuz sin disclvente ni oiro

29094
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1 - agente auxiliar costoso.

Adenmds, de un artfculo de. Yoshlharu Klmura y _
.otros, "Application of Immobilized L1pase to Hydrolysis of
- ' 'Trlacylglycerlde" en Fur. J. Appl. Hicrobiol. Biotechnol.
- .5 (1983) 17:107-112, sé deduce que se ha usado una prepara—-
cién de lipasa inmovilizada sobre una resina cambjiadora de
aniones ﬁéré la hidrélisis de grasas. En primer lugar, la
‘éplicacién-principal de la preparacién de.lipasa inmovili-
zada producida por medio del méfodo_segdn le invencién es
0 la interesterificacién, mientras que l= hidrélisis y la
sintesis de grasas son aplicaciones menos importantes se-
- gn ig inﬁencién, que se'éxplicarén mids adelante con més
detaiiefen esta memoria descriptiva. Y en segundo lugar,
, | se deduce del articulo gque el rendimiento de actividad es
15 menor de 1%, véase ;é tabla 1 en 1la pégina 109, en comparz
_ci$n éon un rendimiento de actividad tipicamente suverior
|a 80% en rélacién'a la preparacién de lipasa inmovilizeda
producida por medio del mnétodo segdn la invencién. Esto con
| firma la aseveracién enterior de que la inmovilizacién de
20 . _’11pasa es un problema muy dellcado.
La expresién " tamafio medlp de particula relétivg
| mente grande" se usa con la intencién de referirse al tama
no medio defparticula del producto que sé describe en la '
'solicitué de pafehteibénésa ne 563/77, y del qué_la mayo~
25 ria dé las-par{iculas tienen un tamafio de perticula menor
' de alrededor de 50 mlcras. -Se ha encontrado que la tempera
tura no tiene un gran efecto en el rendlmlento de. la actl—
. v1dad, ¥a que se ha mostradc experimentalmente que el ren-~
dlmlento de act1v1dad es virtualmente 1ndependlente de 1la

30 temperatura, en el caso en gque la temperatura durante le

29094
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I inmovilizacién se mantenga entre 5 y 35°C.
. ! 1 Para no desactivar el enzima, las interesterifi-
caciones de la técnica’ anterior se efectﬁan a temperatura
. " | relativamente baja. nsto se hace posible por la presencia
-55 del disolvente, que es capaz de dlsolver la grasa, que po-
A | dria tener un punto de fusién relativamente alio. Se bha en}
contrado, sorprendeniemente, que la preparacién de’ llpasa
inmovilizada producida por el méﬁodo'ségﬁn la invencién
.tiene wna estabilidad suficiente .en 1a grasa fundida 2 wna
10. temperatura relativamente mds alte. Ademds, la pérdida ée
- éarga a través-de la columa de interesterificacién carga-
da con la prevaracién de lipasa inmovilizada producida por
el método segin la invenclén, es suflclentemente baja para
-permltlr un funcionamiento uniforme. A31mismo, ¥ sorpren-—
15 dentemente, se ha encontrado.que la combinzcién tnica de
conﬁiéionés de contacto, resina cambiadora de iones y con~
tenido de agua genéra.una>elevada actividad éspecifica de
lipasa en la mezcla de grasas.fundidaé, contrariamenie a
- R "todos los intentos anteriores para proporcionar unafprepa—'
20 racién de lipasa inmovilizada destinada el uso sin disol-
| vente. Ademds, mientras que los brbcediﬁientos de le téeni
ca anterior de la.qlase descrita en la'solicitua de paten~
- te Danesa n9'563/77 han_requgrido»una lipasa purificada pa
ré dar una‘breparacién dtilizable de lipasa, se ha encon-
25 - trado.sorprendehtemente7que_la preparacién.de'lipasa inmo- ‘.'
vilizeda segin la invencién_puede prepararse con base en.
un producfoAde lipasa mds bien bruto. Ademéé,-mientras que
. 1éjpreparacién de los procedimientés de la técnica anteriox
| dqila clase descrita en la solicitud de patcnte Denesa n?

30 563/77 han implicado elluso de un disolvente orgdnico pzra

129094
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1'l§. depositar la lipasa sobre el soﬁofte,,no'se neéesita tél
. . .disolvente orgénico para la obtenéidn'de la preparacibén de
libasa inmovilizada Segﬁn la“invencién, qﬁ; puede preparag
- \" ‘| se muy fécilmente sélo mezclando -soporte y wna disolucién
5 de.lipasa acuosa. Ademéé, mientras que la actividad de 1i-{
‘pasa se elimina fécilmente por lavado o de otro modo de lai
preparacién de la técnica anterior de la clase descrita en
la solicitud de patente Danesa n9.563/77, se ha encontrzado
que la lipaéa en la preparacién-de lipasa inmovilizada pro-
10 ducida por el método segin 1a invencién es practicamente
<iﬁposible de_geparar de la preparacién, si no gse someie 8
_fraig@iénfd;quimicos o fisicos adversos, por ejémplo a con
dicioﬁgs adversas de pH ¥y temperatura.‘Fiﬁalmente, se ha
ehcontradoAque ia preparacién de lipasa inmovilizada produ
15 | cida por el método segin la invencién puede prepararse con
una%eievada recuperacién de enzima que a2bre la posibilidad
de wna interesterificacién continua mis barata que las in-
teresterificaciones de la técnicg anteriof;
Lt En una realizacién preferida del métddo segﬁnlla
.20 invéncién,‘la lipasa es uvna lipésa termoestable. Con_elio,
ves posiblé una temperatura superior de interesterificacién,
y por lo tanto una mayor productividad. Ademds, por medio
de esta realizacién es posible producir una preparacibn Qde
1 lipasa inmovilizada que es muy adecuada para la intereste-
- 25 | rificécién de grasas de pﬁnto de fusién mds elevado.
| En una realizacién preferida del método segin 1z
invencién, la lipasa_microbiéna se deriva de una esvecie
té#mofilica de Mucor, especialmente Mucor miehei. E1 Mucor
m;éheiiés un buen productor de lipasa 1, 3-especifica, y

30 pof;lo ﬁanto puede obtenerse vn buen pfoducto.

29094
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E N "En una realizacién preferida del método segin la
7 : invencién, mis del 907 de 1as~particulas de la resina cam-
. biadora de aniones débil ﬁacfoﬁbrosa tiene wn tamafio de
- particula de entre aproximadamente 100 ¥ 1000 micras, 'y
5 preferiblemente entre 200 y 400 micras. En este intervalo
de tamaﬁé de particulas se obtiene un buen compromiso en-
| tre wna alta actividad de interesterificaci6n y baja pérdi
da de carga. ‘
En una reallzac*én p“eferlda del método segﬁn 1a
10 invenciébn, la proporcién entre le cantidad de la disolu-
._gién acuosa de lipasa mic;obiana Yy el peso de resina cambi%
‘dora de aniones débil corresponde & 5.000~50,000 LU/g de
: resiﬂé cambiadora de aniones (peso en secb). De este modo
'se proporcioha-suficiente lipesa paravla resina cambiadora
15 | ae anlones. ' | .
' En una realizacién vreferida del método segin 1a
invencién, la llpasa mlcroblana se derlva de una especie
‘| de Mucor termofillca, especialmente lucor mlenel, y el pH
' Gurante el contecto entre la resina cambiadora de iones y
20 | 12 @isolucién acuosa estd entre 23 7. De este modo se ‘ase
| gura una buena unlén entre la llpasa y la resina de cembio
de iones, asi como una buena estabilidad y actividad.
» En una realizacién preferlda del método segﬁn la
invenqiéh,.el tiempo de contacto esté -entre 0,5 y 8 horas.
25 1 -_De este modo se-obtiene wn estado de saturacibén con lipa-~
sa, 0 una aproximacién al misnmo. .
En una realizacién preferida del método- segin la
. ‘ 1nvenc16n, la separ3016n se efectia por s1mp1e £iltracién.
Este proccd:mlento es simple y muy adaptable a le prictica

30 1ndustr1al.

29094
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1. - En.una realiéacién preferida del método segin la

. invencidn, el secado se efectﬁa hasta wn contenldo de agua
L 5de entre alrededor de 5 y 20% de agua. La opera016n de se~

- cado pgede efectuarse en vecio, en lecho fluido 0 por...
.TB otros medios de secado adecuadoé para'una operacidn a gran
:escala. De este quo se obtiene ﬁna preparacibén finai de
lipasa con una elevada actividad de interesterificécién.
En una realizacién preferlda del método sexin la
Vinven016n, la resina cambiadora de aniones débil, en parti
10 ‘culas ¥ macroporosa se pone en contvacto con una disolucidén]
écuosa de agenfé de reticulacién, preferiblemeﬁte una diso
1u016n acaosa de glutaraldehldo. en una concentraC16n en—
tre 0 1 y 1, 0 en peso/peso, anties, durante o después del
”contaqto entre la resina cambizdora de aniones débil, en
15 | partfculas y macroporosa y la disolucién acuosa de-lipasa
‘ mic%obiana, tras lo cual seé sepera lea disolucién gue queda.
de agente de reticulacién. Incluso si se observa una Deque
fla reduccidén de actividad de énzima a causa del agerte de
 5. reticulacién, se hz encontrado gﬁe tal tratam;ento puedé
t:20 olevar la estabilidad de la prepéracién'de lipasa enAmedios:
" | acuosos para una aplicaciébn espeéifica. En relacién cdn el
}uSo de la preparacién de lipasa ﬁnmovilizada como agente
de interesterificacién, no hey necesidad de meaora 2lguna
'de la estabilidad de la- p“eparaclén de lipasa, ya que esta
.25 | estabilidad es excelente por s{ misma en la preparacibn de
‘1ibasa producida segﬁn,la'ipvencién para este aplicaciéne
| Sin embargo, se ha encontrado que la preparacién de lipasa
. iripovilizada producida por. el método segin la invencién
. puéae uéarse también. ventajosaﬁente para la hidrélisis de

30 grasa, y para esta apllcac16n, una meaora de la estabilidaqg

29094
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-1 - | de la preparacién de lipasa es un desideratum, debido pro-

. N bablemente a la combinaci6én de una concentracién relativa-
" ' mente alta'de agua y'altés témﬁératuras en la mezcla de fﬁ
: - { accibn, necesaria para un proceso-de hldréllsls de grasas
55 - | efectuado industrialmente. _ , '
.. Ademds, la.invencién comﬁrende él uso de la pre-
' paracién ae'lipasa‘inmovilizada producida pdr el méﬁodo qg'.
gun la invencién, que .es uh.métodp de interesterificacién
‘de grasas,- en el que unas grasas fundidas, mezeladeas facal
10 tativamente con 4cido graso libre disuelto, se ponen en
' contacto con la preparacién de lipasa inmovilizada proauQ;
_da'por el método segin la invencién,-éin'ningﬁn disolvente
ni otrb egente auxiliar costoso, o suétancialmente.sin nin
.gdn disolvente ni otro agente auxilier costoso. Los 4cidos
15 gra#oé 1ibres,Acoﬁ loé que las grasas puedenvmezclarse fa-
"’cultativamente segin la invencidén, no deben considerarse
como agentes auxilliares costdsos._"Ganaé" quiere decir o
bien un triglicérido puro o una mezcla de triglicéridos de
Y - una o mds fuentes. E S

' 20 : . Adends, la 1nvencién comprende otro uso de la
preparaclén de llpasa 1nmov111zada producida por el método
'segﬁn la invencibén, que es un método de hidrélisis de gra- |
'sas, en el que una emulsibén de triglicérido y agua se‘pona.'
‘| en contacto qpnfia préparacién de_lipaea inmovilizadza pro-
25 -ducida segﬁn la invencibn, sin ningin disolvente ni otro
-jagente auxiliar costoso, [ sust,n0131menue 51n nlnﬁﬁn di~
solvente ni otro agente auxiliar costoso., .
- "La invencién comprende tamblén otrp uso de la
preparacién de lipasa inmovilizada preducida por el método

30 segin la invencifén, que es un método de sintesis de grasas

29094
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ni otro agente auxilier costoso, 0 sustancialmente 8in nin

~gén disolvente ni otro agente auxiliar costoso.

- plos szgulentes.

licitud de enzima SP 225). Esta lipasa de Mucor Miehei pue|

'A/S, Novo Alle, 2880 Bagsvaerd, Dinamarca.

lioja nGim, ll

en el que una mezcla de glicerina y'écidos grasos: libres
se pone en coﬁtacto con la preparacibén de- lipasa inmovili-

zada producida segin la invencién, sin ningin disolvente

Ta invencién se ilustrard por nedio de 1los ejem~j

La lipasa de. lMucor miehei usada en los ejemplos
que 91guen puede obtenerse en NOVO Industri A/S, Hovo Alliey

2880 Bagsvaerd Dinamerca, & peticién (como producto ‘de 80 |

de obtenerse como se indica. en.la patente Danesea n?
4234/71. o |

_ Ia unidad de actividad de lipasa (IU) indiceda
en 1os eaemnlos se aetermlna como se describe en la publi-
cacién AP 95. 1/2-GB de 3.1.83, obtenible de NOVO Industri

‘ La actividad de 1nterester1flca016n de las prepa
raciones de lipasa inmovilizada se determina por medio de
una determinacién discontinua basada en las réacciones_si-
guientes:. . - '
000 + P —> P00 + 0
| P00 + P T POF + O,
donde O = 4cide oleico, P = éc1do palmitlco, y 000, POO "2
POP son grasas que contienen 1os écidos grasos indicados
en el orden que se 1ndlca, siendo 000 por tento trlole*na. 

250 ng de preparacién de lipasa inmovilizada se
mezclan con 600 mg de triolefna (0,68 mmoles) y 174 mg de '
4cido palmitico (0,68 mmoles) disueltos en 12 ml de white
spirit (temp. 80-100¢C) en wn tubo de vidrio de 20 ml con

NZAS-0033970
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"1 tapén de rosca. Los tubos se incuban en un bafio ‘de egua a
40°C y se agitan durante 1/2, 1 6 3 horas. '
La mezcla de‘reaccién‘se enfriag3sé filtra y se

- " | evapora. La cantidad Telativa de 000, POO y.POP se determi
4 5 - na por HPLC (cromatografia de liquidos de alto rendimiep7
5 'to, abrev. del inglés "gigh-gerformance liquid cromatogra-|
phy"), y el tanto por cienﬁo de P incorporado. se bélcula
como

, e ¢ o oP -
. & de P incorporado = % de YOO ?'g x % de PCP

10
: Lea compbsici6n de equilibriq ée le mezcla de re-|
accibn discontinua antes indicadz es abréximadamente 43%
de POO y 104 de POP, o sea 21¢% de P incorporado.
. En algunos de los e¢jemplos siguientes, la inter~
15 esterificacibn se efectia’ en forma de 0pe*ac16n disconti-
nua con o sin disolvente. Se ha establecido por medio de
_ ensayos comparativos éue wna preparacién de lipasa inmovi-
f: ‘lizada, que tiene una actividad y éstabilidad de intereste
L rificacién satisfactofias, demostradas por el'enséyo-de in

26 teresterificacién diécontinuo, Yy que tiene una distribu-~
cién de tamafios de part;culas ¥y una resiSuencla fisica ade
cuada para un funcionamiento de la columna, funcionard sa—
tlsfactorlamente por operacién contlnua también en colum—
ng, con o 31n dlsolvente. Asi, vn ensayo dlscontlnvo satis
25 factorio en estas circunstancias es una evidencia. de que
puede efectuarse un ensayo en colurma continuo satistacto—.
rio con la preoara016n de llpasa inmovilizada en cuestién.
Ejemplo 1. . -A ,

. Bste ejemplo ilustra el efecto del pH durante la

30 edsorcibén de lipasa de Mucor miehei en la actividad de in-

29094
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1 'teresterlflcac16n.

2,0 gramos de lipasa de Kucor Miehei, 93 000
1U/g, se disolvieron en 20 ml deé agua, y se pusieron en
suspens16n en ellos 10 gramos de Duolite ES 562 lavada con ]
5 agua como resina cambiadora de aniones, de peso en seco
8,5 g. .

' Se ajusté el pH de tres e tales porciones a
5,0, 6,0 y 1,0, respectivamente, Y se mantuvieron en agita
cién con agitador magnético durénte 4 horas a unos 59C.

R0 | Las tres porciones se filiraron. Después de la
filtracién, la cantidad de actividad hidrolitica (1U) en
los tres filirados (antés'del lavado) estaba entre 10 N

| 17% de 1as cantidades totales iniciales (186.000 LU). Des—
pués se efectué un lavado con agua con una pequefia canii-
15 .dad dé agua, y después las preparaciones se secaron duran-
te la noche a vacio a temperatura ambieﬁte.

Los resultados se resumen en la tabla que sigue.

o ) o Actividad ‘de inter

20 - o ' esterificacidn,
- - ’ Contenido’ __30 minutos
] pﬁlée g Produccién deﬁ?gua % dc % de % de P
inmovilizacién g P00 POP inecop.
' : . porado |
5,0 %20 9,5 24,5 6,2 12,3
25 6,0 -~ 9,56 8,2 26,5 6,6 13,2
' 7,0 9,41 8,0 . 21,2 5,2 10,5
. Ejemplo 2. ,
: Tres porciohes de 10 g de resina cambiadora de
3o iones htmeda, Duolite ES 562 (pesc en seco 8,35 g) se pusig
"29094'
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1 - |ron en suspensién en 50 ml de agua, y se afiadié NaOH 4N

hasta que el pH se estabilizé a 6,0. Después se lavaron

ST con gran cantidad de aéua y se éscurrieron en un embudo
- ‘Buchner, éando wn peso escurrido de wnos 16 g.

5 : A cada wa de dos de las porciones de 10 g se le
afiadié wna disolucién de 2,5 g.de lipasa de KEucor Miehel
(act1v1dad 93, 000 LU/g) en 25 ml de agua, y el PH se ajus-
|t6a 6 . _ N
A la tercera porcién se le aﬁaﬁ;é‘una_porciénAde
10 | 2,5 g de la lipasa de Mucor kiehei entes indiceds en 50 ml
de agua, y el pH se aausté a 6,0,

_ La mezcla se agitbé lentamente 2 temperatura am-

: biente (252C) durante 2 horas. Después, el liquido se sepa

16 por filtracién en un embudo Buchner. )

15 'l _ . Una de las porciones con 25 ml de disolucién de

) lipésa se lavé ademds con 2:x 25 ml de agua. Las prepara-
‘4:] ciones inmovilizadas se secaron en vaclo.

I - Para el ensayo de 1nterester1f10a016n, 250 ng

o  'A.? (peso en seco) de las preparac1ones de enzima inmovilizadas

20 : se humedecieron con 20 microliiros de ague antes de la mez

- K cla cbﬁ el sustrato. . . ' _

- Interesterificabién, 1/2 hora

, . ‘ o % de P incor
Preparacibn de lipasa . % de POO % de POP porado
inmovilizada con - )

25 2,5 g de lipasa en 25 -
ml sin lavado . 25,8 6,85 . 13,2
2,5 g de lipasa en‘25 . . ' o
ml con lavado . 30,1 7,65 15,1
’ 2,5 g de lipasa en'50
nl sin lavado : 26,8 6,85 13,5
30 : :
29094
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R 1 Este gjémplo demuestra que un lavado posterior
con agva para separaf la lipasa no'ligada~§s eséncial para|
_ _ -obtener una elevada écfivida& de interesterificacién,'mieg
- 'trés que 1la céﬁtidad dé.agua en - la que se disuelve la ‘1ipa
- 5 - sa durante 1=z 1nmov111za016n es de pequefia 1mportanc1a.
Enemglo 3. . ‘

50 g de resina cembiadora de iones hﬁmedé Duoli-|
te ES 562 (peso en seco, 41,8 g).se ajusté a pH 6,0 v se
lavaron como en el ejemplo 2. ' :

10 . : " Se mezclaron porciones de 10,6 g de esta resina-
' :cambladora de 1ones himeda (unos 5 g de peso en seco) con
cantldades diferentes de una disolucibén al 10% de llpasa
de Yucor miehei (81,000 LU/g) segdn 1z tabla.

"Después de la reacciébén, el liauido se'ééparé por
15 . A fil?racién en un.émbudo Buchner, y la preparacién de lipa~
sa se lavé con 2 x 25 ml de agua y se secéd en vacio a'alqg
o dedor de 975 de materia saca. . h _ | .
. las ﬁuestras de 250 mg de peso en seco de prepa-~
racién inmovilizada con fines de ensayo- se humedecieron

20 ' | con 20 microlitros de agua antes de la determinacibn.

25

30

29094 -
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s o - _:5 Tiempo de re .Intereéterificaciém,.
g de resina o accién, ho- 1/2 hora
¢ cambiadora g de disolu ras a tempe- - | < de P}
. de iones cién de.1li- = ratura am- % de % de incor—
" __himeda pasa al 10% biente - PCO POP  porado!
- 10,6 12,5 1 26,5 6,62 13,3
10,6 12,5 2 27,0 6,62 13,4
10,6 12,5 4 28,2 1,27 14,3
10,6 25 g 23,5 5,0 11,8
10,6 25 2 29,7 171,56 14,9
30 .;0’6. 25 4 31,4 17,99 15,8
- 30,6 50 1 19,5 4,34 9,4
10,6 50 4 26,6 6,73 13,4
"
‘ Este ejemplo mﬁestra'éue la dosificacién 6ptima
- 25 de 1i§asaAdepende del tiempo de reaccién.
Ejefiplo 4. | ' .
' Dos de las preparaciones del ejemplo 3 se ensaya
‘ron de nuevo variando la adicién de ague, es decir la mes
g if; tra con 12,5 g de disolucién de'iipaga y 1la de 25 g de di-
.20 solucién de lipasa, ambas con uﬁ'tiemp0'de reaccién de 2 .
. ‘horas. E1 efecto del contenido dé.humedad en la acti?idad
>.de interesterificacién se muestra en la tabla siguiente.
.
25 N
30
29094 :
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6ptimo os alrededor de 10%, -

‘| usé la muestra con 25 g de disolucién de lipasz y 4- hores.

‘Al de agua afia Agua estima

tHojrn nGm. 17

Hicrolitros o :
de agua afia Humedad -

dida a 250 estimada. Interesterificacién, 1/2 hIfa

ng de peso en la - , % de Plin
‘Kuestra -~ seco ‘muestra % de POO % de POP corporzdo
. 0 : ‘2,6 18,2 2,27 1,6
12,5 g 20 9,6 - 25,6 6,55 . 12,9}
. 50 18,5 - 23,4 5,85 . 11,7
100 29,9 15,3 3,84 . 7,61
0 3,0 19,1 . .2,04 771
25 g 200 © 10,0, 28,6 = 17,65 14,6
50 18,8 25,4 . 5,25 12,0
200 30,1 18,6 4,55 9,2

Este ejemplo muesira que el contenido de humedad |

Ejemplo 5.
de nuevo con cantidades variables de a2gua adicional. Se

de tiempo de reaceién.

dida a 233 mg da en la Interesterificacién, 1/2 hors
de peso-en seco. muestra,

0,44 O

& - % P00 % POP % P incorvorado
10 13,1 28,9 1,45 14,6 -
20 16,2 27,9 6,46 13,6
30 19,1 26,6 6,96 - 13,5
40 - 21,8 25,0 6,77 12,8
50 24,4 22,8 5,20 11,1
75 30,0 - 19,6 4,54 9,6
100 34,9 14,6 3,88 )
150 42,9 0,1

Una de las ﬁreparééiones del ejemplo 3 se ensayd '

NZAS-0033976
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1 Ejemplo 6. _ _
' 22,8 g de resina cambiadora de iones hYmeda Duo-
lite A 561 (88, 2t de sustanc1a ‘seca) se aaustaron a pH 6,0
- Y se lavaron. . . .

5E ' Otra muestra de 22, 8 g de Duollte A 561 se trltu"
‘ r6 parclalmente en un nortero antes del ajuste de pH y el
lavado. ' o _

A cada una de,eétas porciones se le afiadié une |
disolucién de 10 g de lipasa de Mucor miehei (93.COO'LU/g)'
10 en. 200 g de agua con pH ajustado a 6. Lz reaccibn tuvo lu-|
' gar en 2 horas a temperatura ambiente. ‘

. Los enzimas inmovilizados .se lavaron con 1 litro
de agua y se secaron en vacio. )

Después del secado, la muestra no triturada se

i5 trituré en un mortero, y ambas muestras se tamizaron.

Interesterificaéién, 1/2 hora

Prituracién antes de Trituracién después de

, - - la inmovilizacidén la inmovilizacidn
! . Fraccién, % de % de % de P 4 de % de % de P
o 50 (tamiz) - POO° POP incorp. POO.  POP  incorp.
‘ 180-300 micras 30,1 7,78 15,2 25,7 6,39 - 12,8
425-500 micras ‘25,7 6,66 13,0 21,7 5,50 10,9
600-710 micras 19,2 5,06 - 9,8 17,2 4,38 8,7
850-1000 micras 12,7 3,22 6,4 14,3 3,90 7,4
25 s . : .
Se ve claramente que es ventaaoso usar las frac—.
) ciones granulométricas finas para obtener una méx1ma acti-~
vidad de interesterificacién, pero la necesidad - de una ba-
ja pérdida de carga-héce necesario un compromisod.
30
29094
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e

1 Ejemplo 7; . _ _

: - - Este ejenmplo ilustra el efecto de clases diferen|-
tes de resinas de cambio de aniones débiles macrOporosés
(tipo de matriz, grupos funciénales, tamafio de particula)
'55 ' en la actividad de interesterificacién discontinua defla.
' 'prebaraéién de lipesa inmovilizada.

En el caso de Duolite ES 562, Duolite A 561, Duo
lite A 7, Amberlite IRA 93, 'y Amberlyst A 21, 4,25 grames.|.
| ae Peso en seco de resina se-lavaron con agua, se nezela—
10- con. con 1 g de lipasa de Eucor miehei (93.000 LU/g); en 20
' ml de égua, ajustdndose el pH de la mezcla a 6,0; Yy bacién
ﬁoée girar lentamente durente 2 horasfa tenperatura ambien
te. Deéphés de filtrar, cada preparacién.sé lavé con.250
- |ml .de aguz. En el caso de la Duolite A 378, se mezclaron
15 8,5 gramos con 2 gramos,dg lipasa y finelmente se lavaron
' con 250 ﬁl de agua. Todas se secaron-en vacio a %emperatu—
ra ambiente. En el caso de la Duolite A 365, Duolite S 587 |.
y-bowex NWA-1, 4,25'gram03'de peso'en'seco de resinpa se
'gf - |mezclaron con 1 gramo de lipasa de Mucor miehéi (124.000
20 1U/g) en unos 10 ml de agua durante 2 horas, ﬁor rotecitén
' '-a temperatufa ambiente (sin embargb, en.el'casg de Lewafit
se usaron 0,5 g de lipasé). Después de filtraciéh'y lavedo
con 2 volmenes de agua, las preparaciones se sécaron'en

vacio a tempera%ura ambiente. La caracterizacién:de las

25 preparaciones inmovilizadas se muestra en la tabla que si-
1 gue. ‘ ‘
30
29094
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)

Pamafios de ,

. rartic., - Actividad en discoatinuo,
Resina camiia Grupos - am - Agua 1/2 hora |-
ord de anidnes Netriz func. __ (>85%) 4 < P00 % POP % de P|incor:
uolite ES 5§62 Fenol-formal Amina - ' - ; .-

’ ‘| daehido terc. 212 - 425 13,8 26,7 6,8 134
uolite A'561 TFenol-formal Amina - : : :

o ' dehido. "~ 4erc. 300 - 1200 13,0 14,8 - 3,2 . Ti1
nolite A 7 Fenol-formal Amina o :
dehido sec,. 300 - 1200.13,5 9,5 2,5 418
molite A 378 Poliestiré~ Amina ' - ,
- nice terc. 300 - 1100 6,3 14,3 3,3 710
mberlite Poli- :
RA 93 Estireno-DVB esmina 400 - 500 12,2 10,8 2,9 £:5
mberlyst A [21 Estireno-DVB Amina : '
. terc. 425 - 850 11,1 10,6. 2,7 543
molite A 365 Poliestiré- Amina ' .
nica prim. 300 - 1200 11,5 15,5 3,7 716
molite S 587 - Fenol-form. Aminas 300 - 1100 7,4 25,4 6,4 121
,owatit MP 62 Poliestiré- i | |
. - nica Aminas 300 - 1200 13,6 16,9 3,9 82
YOWEX Mi¥A-1 Estireno-DVB Amina: | o , :
- 3 : terc. 300 - 1200 10,5 21,0 - 4,9 1043
'z Se afiadié %5 de agua antes del ensayo discontinuo
Ejemplo 8. _ 4
30 g de resina cambiadora de iones Duolite de i
25 po ES 562 se pusieron en suspensién en unos 75 ml de z2gua,
'y el pH se ajusté a 6,0 con NaOH 4 N. La resina cambiadora
] ' de iones se lavdé con agua sobre un filtro de succibn, y el
exceso de¢ 2gua se separbé por succién. La resina cambiadora
de iones himeda (unos 45 g) se dividis en tres ﬁorciones
30 iguales. ' ‘
29094
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1 " La primera porcién se mezclé con una disolucibn
. : de 1 g de lipasa'de Mucor miehei (210.000 LU/g) en 20 ml
..' : de agua con . pH agustado a 6,0, Después de la mezcla, el pH
se ajusté de nuevo a 6,0, y la mezcla se degé reaccionar
5 durante 4 horas a. 5¢C con agitacién magnética. Durante es-
' te periodo, el pH descendié a 5,45. La mezcla se transfi-
- rié a un embudo Buchner con wnos pocos mililitros de ague,
-y.se separd por succidén todz la cantiéadAposible de disolu
¢ibn (1} ml). La resina se secé ademds en #acid hasta un
10. contenido de agua de 10,0%. Produccién 8,27 g.
' La ségunda porcién de la resina himeda se mezclé
con una disolucién de 1 g. de la linaéa antes indicada en
20 ml Qe tampén de acetauo de sodio 0,1 M (pH 6,0). E1 p¥
de la. mezcla se a3ust6 de nuevo a2 6,0 y la mezcla se de36
15 reaccionar durante 4 horas a 5¢C con ag1taczén magnética.
Durante este periodo, el pH descendié a 5;83r El procedi-
‘miento se continué como se he indicado en relacién con la
primera porcién de la resina cambiadora de iones htmeda,
- i . | dando lugar a 21 m} de filtrado y 9,10 g de prenaraclén se
) 20 - ca con un contenldo de humedad de 9, 5.
1a tercera por016n de 1a re51ﬁa se mezclé con @i
rsoluclén de lipasa cono antes, pero el pH se‘mantuvo cons—
tante en 6,0 durante el perioﬁo de copwlacibn de 4 horas a
o 52C, por adicién de 0,58 ml de NaOH 1 N. La mezcla se tra-
25 | t6 como las otras porcionés, dendo lugar a 28 ml de filtra
o do y 8,95 g de preparacibn seca con 8,9%‘63 humedzd. Los
tres filtrédos contenian entre el 1 y el Sﬁ.de la activi-
dad total iniciel,

La actividad de interesterificacién con 250 ng

30 de preparaciéh de lipasé inmovilizada, después de un tienpo

729094
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1 * | de reaccién de 30 minutos a 40°C, sé indica en la tabla

que sigue.

: , _ ‘Actividad de interesterificacién,

- ' "{Preparacién de enzima - 1/2 hora

) inmovilizada. % de % e .
en POO POP % de P incorporado-

| Agua desmineralizada, R o
PH 6 27,4 . 6,6 13,5
Aceuato 0,1 M, pH 6 = 25,4 6,5 12,8
| Agva ‘desmineralizade -

. ... | con pH estabilizado a
’10 6- .o

27,7 7,0 13,9

. .{- Se ve en la tabla que s610 hay ligeras diferen—
cizas entre 1as preparac1ones. )

Ejemplo 9.

Pl Utinms Stuasiues o

15 Este ejemnlo-ilustfa los efectos de la presencia

de dos seles en el 1nterV¢lo de concentracién de 0-0,5 M
durante la jnmovilizaci6n de la actividad de 1nterester¢£;
- ‘ cacién. '

- ' Cinco norclones de 1,00 gramo de 11nasa de Mucor
20

actividad de 93.000 1LU/g, se disolvieron en 20 ml de:

miehei,, diafiltradas, y secadas por congelacién, con’ una

1) agua desmineralizada

2) fosfato de sodio 0,05 M, pH 6,0

3) ifa.  da. 0,5 M, pH 6,0.
25 4) cloruro ia. 0,05 M

. ' 5) Id. 18 0,5 M

’ ' Otras clnco porc1on°s de 5,25 gramos (peso en se-

co 4 25 g) de resina cambladora de iones Duolite ES 562 se

=2
QW

equ111braron con 20 ml. ﬂe 1) a 5) anteriores, Despuis

‘| decantar, las disoluciones de lipasa correspondienies se

$ 22094
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1 apadieron 2 las particulas de resina cambiadora-de iones
' " himeda ajustada a pH 6,0, y los recipientes se hieieron. gi|
. E. rar lentamente durante 2 horas a 252C. Las preparaciones
- : - se fecogieron después por filfrapién, y cada ﬁna de ellas

5¢ | se lavé con 250 ml de agua desmineralizeda, y se secd des-—
| pués en vacio a 252C (64 horas). Los resultados de 1a dé;--
terminacibén de la actividad de intereéterificacidn‘so mues
tran a continuacién: ' . . '

] Actividad de interesterificecién,
Produc- ‘

. o 1/2 hora
Sal/conﬁentracién cibn, £ % H29: $ P00 % POP % de P incorporadd
Ninguna jsal 4,51 - 4,7 23,1 5,7 K 11,5
Fosfato 0,05 W 4,48 5,3 21,9 5,3 10,8
v b5 w 4,57 4,6 20,3 5,1 10,2
NaCl 0,05 M 4,54 . 4,6 23,4 5,7 . 11,6

" 0,5 1 4,43 4,9 19,2 4,6 9,5

= Sé afiadié H

50 hasta un total de 10% antes del ensayo.

- - ¢ Ejemplo 10. L

éO Este ejémplo-muestra los efectos de:altas.concgg
traciones de acetato de sodio durante lé'inmofilizacién de
lipasa en la actividad de interesterificacién a6 las prepz

| raciones. _ o _ o |
| Cinco pdrciqﬁés de 1,00 g de lipasa de lucor -

25 | miehei, diafiltradas y secadas porAcongelacibn, de 93.000

110/g, se,disolviefon por separédo en 20 ml de los liguides
‘siguientes: _ o

. , " 1) agua desmineralizada

2) acetato de sodic 0,5 M, pH 6,0

30 3) 1d. id. 1,0 ¥, pH 6,0

29094
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1 (93.000 1U)
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" 4) acetato de sodio é OM, PH 6,0

5) Id.: id. 4,0 M, pH 6,0.

| - Cinco porciones de 4, 25 g (peso en seco) de resi
na cambiadora de iones Duolite ES. 562 se lavaron y se equi

>libraron mezclindolas con las cinco disoluciones antes in-

fSe mezclaron las disolucicnes de llpasa y las re31nas camn-
. biadoras de iones lavadas correspondientes, se ajusté el
‘pH a 6,0 y se hicieron girar lentamente durante 2 horas a
temperatura ambiente. Cada preparacibén se filtrd, se lavé |
con 250 ml de agua y se secé en vacio a temperatura amo;en
te. Se determiné la actividad de 1nterester1flcaabn -dis~-
"continua de las preparaciones, mosiréndose los resultados

en la tabla siguiente.

Conc. de Produccién Agua des- Filtrado rificacibn disgq

dicadas, 1) 8 5), ¥ despuds se agitaron durante 15 minutos{

Actividad de interes

Ejemplo 11, o . .
Este ejemplo ilustra la inmovilizecibén de lipzcad

microbianas distintas de la lipasa de lucor niehei:

acetato después del pués del . Acty nua, 1/2 hdiﬁtl—
(M) secado (g) secgdo( y P o(#)* % de %de %dePi

A - EOO POP coxoorac

o 48 - 1,8 5,2 5L 22,2 5,7 11,2
0,5 - 4,67 -~ 8,0 - 58 64 ' 20,1 4,7 g,8
1,0 4,72 96 5,8 TL 18,8 4,3 951
2,0 . 473 -9,1 58 5 21,9 7,3 {142
4,0 4,75 10,4 56 69 19,8 4,7 9,7

£ Actividad en tanto por ciento de la cantided total inicig

NZAS-0033983
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i) | Se inmovilizé lipasa de Fusarium oxyspérum,ipre-
_ : parada como se describe en la soiicitu¢ de paiente Danesa

A ¢ | n® 2999/84, Ejemplo 23, mezclando 6,72 g de lipasa de

- ' 88.000 LU/g ¥y 4,25 g de materia seca de resina cambiadora

' 5° - | de iones Duolite ES 562, lavada y de pH ajustado, en 25 ml}
G de agua a pH 6,0, y por rotacién a temperatura amblenue aul
rante 2 horas. Después se efectud el lavado con 2 x 25 md

de agua, y secando en vacio se obtuvieron 4,93 g de prepa-
racién con un contenidc de. agna de 8,1%.

10 - La actividad que queddé en.el filtrado total <o~

rrespondfa a 18% de la actividad original.

Se obtuvo estearasé de Aspergillus niger por ul-
trafiltracién del producto éoﬁercial Palatase de NOVO. 15
ml de- PALATASE de'2790 1U/ml se inmovilizaron sobre 4:25 g
15 . de ES 562 como se hza descrito antes, con lo que se oobuv;e
o ron 4 71 g de preparaclén 1nmov1llzada con 7,6% de 2gua.

‘u El filtrado contenia 13% de 1a activided (LU) origineal. A
_' ' Se 1nmov11126 de mouo s1mllar lipasa de Candida
- /v | eylindracez, de Amano (tipo Or) ‘mezclendo 4,25 g de =S 562
T 20 : con 1,40 g de lipasa Amano OF er 15 ml de agua de pH €,0.
K La produccién-fue de 4,62 g -de preparecibn inmovilizada
con 6 54 de agua y quedando O, 25 de 1a act1v1dad en el fil
“trado. _ . :
-;Las treéAprepaféciohes se déracterizaron comd si
25 gues 4 o : ' . '
. 1) Por la determinacién o ensajo discontinuo es-
téndar a 409C. |
_2)'Por interesterificacién4discontinua de trio-
leina (OCO)/ ccido decancico (D) sin disolven-

30 te a 60°C, usando 3,0 g de 000, 0,600 g é2 D

29094
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'como la descrita en el ejemplo 13:

| pos anteriores, se ‘hace referencia a la tabla siguiente. .

] It;jn nom. 26

'y 250 mg de preparacién de lipasa seca hidra-
tada a alrededor de 10% de agua. -
Con fines de comparacién, también se indicen los

resultados de una preparacién de lipasa de Mucor miehei,

Lipasa inmo CoT&3 | | |

vI:,'Lal'zada_ estim. 000/P/disolvente, 402 000/D, 602

; LU/mg Tiempo (h) . %P inc. Tiempo (h} ¢D'inc,

Fusarium : . - -
oxysporum s A 3 8,0 - 17 545
Aspergillus . oL . -
niger 8 3 C 4,4 i7 645
Candida R -
cylindracea 30 -3 8,9 17 1,9
Hucor ’ " o -

Para logrer una mejor comprensibén de los ejem~

Estos egemplos jlustren la influencia de los fac
tores que se indican en la actividad de interesterifica-
cién de las preparaciones de lipasa inmovilizada prerara-

das por el método segtn la invencién.

Ejemplb Ne - Factor que se estudia
2 * ‘Lavado posterlor :
3 Carga de lipasa en relac16n con el t*empo de
reaccioén
4, 5 tanto vor ciento de agua
6 - tamajio de particulas
7 " tipo de résina
8-10 fuerza ibnica en lez disolucién de lipasa .
11 nicroorganismo fucnte 6e 1ipesa
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I Para demostrar la utilidad dé'la'prepafacién-de
;ipasa inmovilizada preparada pox el-método‘segﬁn la inven
. . | cién,. se usé una preparacién de lipasa immovilizada produ~
- : cida por el método segin la invencidén, como se indica més .
5% adelante, en una inferesterificacién continua de grasas

'31n uso dc dlsolvente nlnouno ni oiros agentes aux1llares
costosos, como se describe en el ejemplo 12 que sigue.
Egemplo 2. '

. BEste ejemplo 1lustra 1a interesterificacibén con-
' 10: | tinua de grasas sin dlsolvente ni. otros agentes auxiliares
- | costosos, usando una preparacibn. de lipasa inmovilizada
producida por el método segtn la invencién, en uwn reactor

; de lecho relleno,

‘Inmovilizacién
15:". - 2,20 gramqé de lipasa de Kucor michei (81.000
- 1U/g) se disolvieron en 20 ml de agua, se hezclaron con 1C
gramoes .de resina cambiadora de iones Duolite ES 562, lava-—
4 ‘ "L;da (8,5 & de peso en seco), siendo umids del 80% de las par—
~ ':f['- ;-ticulas de entre 200 y 400 micras. E1 pH de la mezcla'se
:20 ~lajusté a 5,0, yisé dejbé ésta 4 horas a 52C coﬁ egitacidn
- fAmagnética. Después de £iltrarla'y.lavarié con una peguefia
éantidad de agua, la preparécién se secd en vacio a tempe-
taturé ambiente. ILa produccién fue de 9,05 gramos, Que con
' tenian 9,3% de-égua. La actividad que’ quedé en el filtrado
25 era de 8% de la cantidad inicial total, Lé actividad de in
terester1f10a016n discontinua era de 30,6% de POO, T, 7p de
POP 2 la media hora, 6 15,3 de P incorporado..

Ensaxo en columna

2 gremos de esta prepare016n de lipase inmovilis-

30 zada e colocaron ep una columna, y Se hizo pasar coentinui

29094
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1 | mente a 602C un sustrato exento de dlsolvente que constaba
de aceite de oliva/4cido palmitlco en 1a nropor016n de
-2, 5 1l en pesq/peso. El rendimiento de la preparacién de 1i

ST ’pwsa se muestra en la tabla que sigue.

Coudal, Composicién (HPLC)
4 _ gT6/h/g % de $ de # de Coaversién X, -
‘HMuestra/tiempo de enzima 000 P00 POP % (GLC)

Aceite de oli- ’ :
va/iniciaciébn - 42,3 22,5 3,8 .0

10 17 hores . 5,7 30,5 30,1 11,6 . =~
508 1/2 hora. 2,5 33,8 28,8 8,6 28
1233 v - 0,61 22,2 34,8 16,5 67
475 1,8 35,1 28,8 8,7 28

' ,Eqnlllbrlo : .
(dlscontlnuo) - 17,4 36,0 20,6 100

15
’ Lejehda: G = trigiicéridOS; g enz. = gramos de lipasa in-|’
' movilizadé. | '4 | ' B
El % de P incorporado- se determina por GLC de &s
' teres de metilo de 4cidos grasos.
"20 | conversién x = (% de P - P )/(% de eq.— % de Po);
P.yP eq son % de r incorporado en el sustrato de aceite

0
de oliva (P ) ¥y en la mezcla de TG en el equilibrio (P )

h COmentarlos
25 Con base en los datos de 208 1/2 y 415 horas, la

extrapolacién a la 1n1h1“c16n en gréfico SGMllOﬁQTiTmlcO
1nd10a wna cctividad inicial {caudal) de 3,2 g de- Tb/h/g.
- . de en21ma con wn grado de conversibn cor resnondlente X =

28d Una estimacibn de la vida medla (semiperiodc) es ds

30 )00—600 horaa a 602C sin d;SOIVcntp y aceite de llva/“ =

29094 -
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1 }2,5:1 (peso/peso). No se han observado problemas de pérdi-
. jr "} da de carga. Un intento anterior de hacer pééar-un sustre-
. . | to similar a través @e lipasa adsorbida s;bre Celite, de ‘
o la clase descrita en la solicitud de patente Danesa ne
5 563/717 en una columna, fue imposible de efectuar,
* | Edenplo 13. o
Este ejemplo 11u9tra una producclén a escalq de
"instalacién piloto de una preparacién de lipase inmoviliza
da en wna columna,'y la aplicacién de esta preparacibn a
10- 'ﬁna‘intereéterificacién continua en una columna con sustra
.tb a 60 y a 70eC, sin disolvente. |
inmby%lizécién.

6,0 kg (81% de materia seca) de resina cambisdo-
'ra_deliones'Duoiite ES 562 se acondicicnaron segun las ing
15 trucciones del fabricante (Informaci6n Técnica Duolite
Olle) Esto implica un ciclo 4cido-base y en este caso
también un lavado con etanol (para asegurar 1a méxime nu ¢
‘za en el tratamiento de alimentos). E1 TH se ajusté a 6, 0
- e - len tampén de fosfato. 0,1 M. La suspensiébn se 1ntrodu30 en

20 uwna columna y la resina establllzada (18 1) se iavé cod T2
‘1 de agua, _ _
' 18 1 de lipasa de Mucor miehei (10,100 TU/m)
‘con pH ajustsdo a 6,0 se recircularon a 30 1/h durante 6
horas con control?de pH. Después de un‘desplazamiento con
25 2001 ée agua, un volumen combinado Ge 37 1 boﬁtenia 126
- LU/ml, que corresponden a vn rendimiento de inmovilizacién
de 97%. La columna se lavé zdemAs con otros 20 1 de agus y
. - léfpreparacién se secd a vzcio a temperatura ambiente, con

lo:que se obtuvieron 6,0 kg (97% de materia seca) de vreya

h—'

30 I racién de lipasa inmovilizada. La sctividad de interesterd

29094
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1l . ficacibn discontinua era de 30,2% de POO,’6,9%:dé POP'a ia
. | .f 1/2 hora, o bien 14,7% de Pnnc. - ;
. T Experimento de aplicacién ne 1.
- : ‘ ) 4,0 g de la prepara016n de 11pasa inmovilizada
5! 'se introdujeron en una columia con camisa de agua con un
| aismetro interno de 1,5 cm. La temperatura en la columna
‘se mantuvo a 602C. Un sustrato de aceite de oliva/écido dg |
canoico con una composicién de é§5/1 (peso/peso) se bombed
BE! través de vna columna ﬁrevia que contenia 30 g de Dbuoli-
10. te S 56i saturada con 21 ml de ague sometida z cambio de
iénes, Y después a través de la columna princivpal que con-
jtenia}la preparacién de lipasa inmovilizada. E) caudzl se
cpntr616 vera mantener la composicién del producto de sali
‘ da en un valor éorrespondiente a una conversién de a2lrede-~ !
15 dor de 654, es decir 23% de DOO en el triglicérico final
V (DOO 51gn1f1ca un triglicérido con una unldad de 4cido de—
canoico (en posicién exterlor) y dos unidades de 4cido
oleico). ' o A
e ' Suponiendo que la Adisminucidn de 1a Pctlvwdad de
20 1a llpasa inmovilizada sigue una reaccién de primer orden,
lla vida media o semlperiodo puede estlmarse en 3200 hores.,
Con una actividad inicial de 2,4 g de triglicériaq/hora/g
-dé p:eparaci&n de enzima, la rroductividad es aproximada-
mente 8,3 Ton. de triglicérido/kg de enzima, suponiendo un
25 | tiempd de funcionamiento de dos semiperiodos. En la Fig. 1
| se representa gréficamenfe el logaritmo del caudal en fun-
cién del tiempo. | -
. B _ Elperlmento de apllca016n ne 2,
' . . " Se efectué el mismo evperiwenio oao el n? 1. &
30 76§b en ‘lugar de a 60°C, ‘

29094
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1. Se encontré que la vida media o semiperiddo era
. : de 1300 horas y la actividad inicial de 2,3 g.de triglicé-
.- | rido/hora/g. de preparacién de enzima, que.correspohde a
. una productividad de 3,2't0neiadas de triglicérido/kg he_
'55 preparacién de enzima, E1 logaritmo del candal se represen
- ta grificamente frente al tiempo en la fig. 2. .
Ejemplo 14. ‘ | N
' Este ejemplo ilustra el potencial de una preﬁapg.
cién de lipasa inmovilizada produéida segin la invercién,
10 'paré la interesterificacién continua de una mezcla 3de tri--
glicéridos de 21lto punto de fusibm compuesta de sebo de fé
vcé Y éceite dé soja sin disolvente nivofrbs agentes auxi--
liareéi Otros procedimientos similareé'pueden ser Utiles
‘para 1a preparacifn de grasas especiales sin user hidroge-
15  |nacibn o interesterificacién quimica, y adecuadas para mar
.garina o productos relacionados.
Inmovilizacién. _ |
19,8 gramos de resina caﬁbiadora de iones Duolite
-35 A 561 htmeda (86,0% de materia séca), con més de 80% gde _
20 las particulas de un tamafio entré 40C y 850 micras, se ajus
; : {t6 a pH 6,0 en suspensién acuosa j se lavaron.gpn agua; Se
' mezclaron con la resina 50 ml de lipasa de Mucor michei
(7400 LU/m1, 8% de materia seca) ¥ ei.pH se ajusié de nue-
vo a 6,0. Después de agiter durante 2 horzs a temperatura
25  |ambiente, fil%rar y lavar con 2 x 50 ml de agua, la prepa-
|racién se secéd en vacio a temperatura ambiente. La produc-
cién fue de 19,2 gramos que contenian 8,54 de agna, La ac—
. - |tividad que qued6 en el filtrado era del 34% de la canti-
' dadztotal inicial. La éctividad de interesterificzcibn &i

30 continua era de 25,4% de P00, 6,0% de POO a la 1/2 nora, o |

[0}
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1 - | bien. 12, 54 de P. inc.
o 1 Andlisis de la reacc16n de 1nterester1flca016n.
- o . - Se obtuvieron sebo blanco de vaca y aceite de qg'

I 1 ja reciente y refinado del mercado local. El sustrato se

. 5 componia de 1,5 parfes de sebo de vaca y 1 parte de aceite
| ae so;a, que se mezclaron a 70°C. Se afiadié antioxidants
BHT en una concentraclén de 0,1%. Para caracteri ar los
~companentes individuales y seguir lz reaccidn d intereste-
:rificacién, se usé6 HPLC (cromatoz. de 1liq. de alto rendi-
10 | miento) para anzlizar la composicién de triglicérico. de
1o0s componentes del Sustrato, lé mezcla inicial y la nez-
cla 1nterester1flcada. Se efectud una reaceibn discontinua
1n101a1 con 2,75 grumos de preparacibén de lipasa de kiucor
| michei 1nmov111zada,}24 gramos de sebo, y 16 gramos de
15 | aceite de soja, durante 16,5 horas 2 65¢C. La HPLC mostrs
L que?ia'proporcién‘de triglicérido de LPO a LLL (L: lino-
leico, P: palmftico, O: oléico) en la megzcla aumenté de

;] 0,62 a 1,16, estando.probableménie eéta dltima cifra éréii
ma a la proporcién de equilibrio.

20 ' | Propiedades de fusi6n de la mezcla interesterificada.

- R ~ E1 cambio en les propledades de fusién élcausu

' de la 1nterester1f109016n se analizé por dilztacibn Seg:

el método oflclal de lz. IUPAC (IUPAC: Métodos esténdar pa-
lra el andlisis ae auelues, grasas y aerlvadOS. 58 ed,, mé-
- 25 todo n? 2, 141 (1979)). Los resultauos se muestran en la ta
bla que sigue, con.una.mezclu correspondlente.no intereste
rificada de sebo de vaca y aéeite de sbja (1,5;1)-cpmc re—
) feiencia. o ' . ’

%

30
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terificeda 16,4 4:?. 49 3,1 0,6

33
Temperatura, °C . 0 - 20 25 30 35 40| 45
-.Mezéia no inter S : _
Dilatacién, esterificada = 30,8 22,9 18,7 14,6 11,2 6,5]1,6
(microl/g : .
- de grasa) Mezcla interes-

Ensayo en columna.

Un sistema de pequefia columna termoestabilizada
se hizo funcionar durante 2 dfas para ilustrar un procé-
-dimiento continuo. 4;0 gramos de 1a'preparacién de lipa-
sa inmovilizada descrita se coloéaron en unz columna. 3e

usé tgmbién una columna previa que contenfa 5 gramos de

pasar:%ontinuamente a través del sistema de columna, a
679C, una mezcla de sebo de vaca /aceite de soja en la
proporcién de 1,5:1 en peso/peso., EL fendimiento de la

preparacién de lipasa inmovilizada se muestra en la tabla

que sigue:

resina Duolite A 561 humeda (507 Ge materia seca). Se hizp

_ . g g:ugZ}h/ CQmpqsi— ) anver-
Muestra/tiempo g de enzima cién LPO/LLL sién %
Sebo/aceite soja-sus-— | -
trato (18 'h) ' - 0,65 6 aprox.
. Producto de 18 horas 2,10 0,90 52
 Producto de 41 horas - 1,63 0,93 54
Equil. (discont.) — 1,16 100
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Fig. 2: Bje
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1 o . — REIVINDICACIONES -

. . .. Los puntos de invencién propia y nueva que se
) presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patend
te de Invencidén en.Espaﬁa, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:
10. ‘ 18.- Método para interesterificar graoas, en
' el que grasa(s) fundlua(s), opcionalmente mezcladas con
4cido graso libre fundido se pone(n) en contacto ‘con.una
preparacién de lipasa inmovilizada producica poniendo cn
‘eontaéto una solucién acuosa de la lipasa microbiana con
15 ‘una resina de intercambio anidénico débil, macroporosa y exn
forma de particulas que contiene grupos amino, primarios
y/o secundarios‘y/o terciarios quue exhibe un tamafio
de partfcula medio relativamente grande adecuado para la
operacién en columna. sin una cafda de presidn excesiva,
20 f' ’ enAconﬁiciones, en las cuales la lipasa se une a la resi-
. .  . - na de cambio aniéniqo durante un periodo de tiempo sufi-
ciente'para fijar 1a cantidad deseada de lipasa en la re-
sina de cambio aniénico, tras io cual la lipasa inmovi-
- o 1izadé.asi forﬁada se separa de la fase acuosa y la lipa~
25 _i ~ sa inmovilizada se seca hasta un contenido de humedad de
entre aproximadamente y'40%, realizdndose la reaccién de
interesterificécidn sin disolvente u otros agentes auxilig
res costosos o sustancialmente sin disolvéntes u otros
agentes auxiliares costosos.

30 ‘ : a,~. Método segin la relvlnchac16n 12, en

6104
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1 —el que la lipasa es una llpasa termoestable.
3a,- Método segin la re1v1ndlcac16n 12 o 28
en el que la. lipasa microbiana se deriva de. una eSpec1e

terméfila de Mucor, especialmente Mueor miehei. -

« 5 4‘ Z 3, Método segin las reivindicaciones 12 a

f' - 328, en el que mis del 90% de las partfculas de la resina
de cambio aniénico macroporosa y débil tiene un tamaﬁO'de'.
partfcula entre 100 ¥y 1000 micrdémetros, preferiblemente
- entre aproximadamente 200 y 400 micrémetros.

10 ' 52, Método segin las re1v1nnlcac1ones 12 g
42, en el que la proporcién entre la cantidad de la solu- |
cién acuosa de la lipasa microbiana y el peso de la resina
de cambio anidnico aébil corresponde a 5000-50000 unidades
dé 1ipasa/gramo.de resina de cambio idnico (peso seco).

15 S . 62,- Método segin la reivindicacién 32, en
el qué!el pH durante el contacio entre la resina de cambio
iSnichy la solucién acuosa esti entre 5 y 7.

A 72 .~ Método segin las reivindicaciones 12 a
62, ‘en el que el tiempo de contacto estd entre 0,5 y 8 ho-
20 ras.

a,- Método seoun las reivindicaciones 12 a
:f 2, en el que la sepgr3016n se rgallzg por simple filtra-
| cidn. | _
92,.- Método segin las reivindicaciones 12-82
25 en el que el -secado se realiza hasta un contenido de agua
entre 5y 20%. _
| i ' 102 .~ Nétodo segin las’ relv1nd1cac1cn ia-
-g2, en el que 1la re51na de .cambio anldnlco dévil, macro~
porosa, en forma de part1cu1a~ se reune con una soluc1dh

30 acuosa de un agente reticulante, preferiblemente una solu-—
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—cién de glutaraldehido acuoso en una concentracién entre .
0,1y 1,0% en peso/peso, antes, dufahte o después del con~|
tacto entre Ia resina de cambio amiénico débil:macroporg
sa, en forma de partfculas y la solucidn.acuosa'de 1la li;
pasa microbiana, tras lo cual se separa la-solﬁcidn.rés—'
tante de agente dé reficulécién. '
| 112.- “METODO PARA INTERESTERIFICAR GRASAS™.
Tal y como se ha descrito en la Memoria cue
antecede, représentado en los dibujos que se aéompaﬁan y-
con los fines que Se han especificado. | -
Estz Memoria eohsta 8e treinta y siete hgjas

escritas a miquina por una sola cara.

Madrid,
P.A.
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